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灵 长 类 淋巴 细胞 亚 群 的 研究 


I, 外 周 血 和 淋巴 组 织 的 SRBC、SMRBC 
和 ZYC 玫 瑰 花 结 形成 细胞 的 测定 


HEA R 伟 RAE Awe 


Ch ARF Be BB ET 


内 容 提要 Fete CRRA (GET) 或 神经 氨 RB (VCN) 处 理 过 
的 绵羊 红细胞 (SRBC) ， 群 母 多 糖 一 补体 复合 物 《ZYC) # HR Z m 
(SMREC) 作为 标记 ， 测 吓 了 健康 恒 河 狼 、 CR. RAR. ARP RAH 
外 周 血 以 及 恒 河 猴 漆 巴 样 组 织 的 淋巴 细胞 亚 群 ， 在 这 五 种 动物 中 ， Eger RR 
花 结 形成 细胞 的 百分比 依次 为 78.1 土 6.4，77.7 土 4.2，76.0 土 6.4， 82 和 24.9 
+7,2，ZYC 形 成 细胞 的 百分比 依次 为 11.4 土 4.2， 9.0 士 3.8， 12.842.2, 15 
15.it+7.4, BRAM, REPRE BH Eyer 形成 细胞 的 百分比 分 别 为 
95.2+2,9, 28.8410.3, 44,8 土 6.2。 FARAH, SMRBC+ Æ BWR BW 
巴 细胞 的 标记 。 此 外 ， 还 与 其 他 作者 的 结果 进行 了 比较 。 


淋巴 细胞 是 最 重要 的 免疫 细胞 。 灵 长 类 动物 外 局 血 和 淋巴 样 组 织 内 淋巴 细胞 的 分 离 
及 其 亚 群 的 鉴定 是 灵 长 类 免疫 生物 学 研究 的 基本 技术 和 基础 资料 。 关 于 某 些 非 人 灵 长 类 
淋巴 细胞 膜 表面 的 绵羊 红岗 胞 (SRBC) 和 补体 (EAC) 受 体 的 测定 ， 前 人 已 有 部 分 报 
& (Taylor, D, W. etal., 1980; Johansen, K, S, etal., 1974; Ganguly, N. 
K, el al., 1977; Steele, R. W. etal., 19773 Terrell, T, G. et al., 1977), 
此 外 ，1975 年 Pellegrino 等 发 现 红 面 猴 红 细胞 可 以 同人 的 B 淋巴 细胞 形成 玫瑰 花 结 
(Pellegrino, M, A. etal., 1975), BESRHARAH (ZYC) 是 一 种 简便 的 测 
E B 细胞 的 标记 【 官 宜 形 等 ，1980) 。 


本 文 1982 年 2 月 2 日 站 到 。 

本 文 引用 的 缩写 ，AET KZ 3:53; ANAE o—-MRARM: E 3 MUSEU MM: EAC MF oe 
— HOMER GS: Earr AET SEMEN: Eros #ERRRREM OAS, F—M ER 
m — PF ey a ESEA; SMRBC #r Re kr Bi q: PBS WREE SRBC WFCA; ZYC F 
te — 3-4 k J r. 
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胞 ， 并 以 不 同方 法 处 理 过 的 绵羊 红细胞 (SRBC) ， 红 面 猴 红 细胞 GSMRBC) , MHS 
糖 一 醉 母 一 补体 复合 物 等 作为 淋巴 细胞 表面 受 体 的 标记 ， 测 定 了 国产 5 种 灵 长 类 动物 的 
淋巴 细胞 亚 群 ， 发 现 匆 猴 属 动物 之 间 的 TT、B 细胞 亚 群 的 比例 相近 ， 同 人 类 的 结果 十 
分 相似 。 


材料 和 方法 


1. 动 物 

被 检 动 物 正常 ， 它 们 是 便 河 猴 (Macaca mulatta) (0712, 211) , PAR M. 
nemestrina) (2,9 1); BBR CM. assamensis) 《co 4), SCHR (M. speciosa} 
(71) PW (Tupaia belangeri) (4, 25), 

2. 外 周 血 淋 巴 细胞 的 分 离 

除 树 盘 心脏 采血 外 ， 其 余 动 物 自 小 隐 静 脉 取 血 1 — 2 ml, ERA B rE rh 85 Bbk 
2ml, RR 《 约 20 一 501,4. /ml)。 全 血 白 细胞 计数 和 分 类 。 锥 形 刻 度 玻璃 离心 管 按 
Hunt 所 介绍 的 方法 ， 以 5 V/V) 二 甲 基 二 断 硅 烷 握 仿 溶 波 社 化 。 采 血 后 约 1 小 时 之 
内 进行 淋巴 细胞 分 离 。 淋 巴 细胞 分 离 液 系 按 Kaplan 介 绍 的 方法 配制 。 茬 队 糖 (Ficol] 400) 
为 Pharmacia Fine Chemicals 产 品 。 泛 影 钠 为 解放 军 196 医 院 产 品 。 新 鲜血 以 3 情 体 积 的 
PBS (pH7.2) WE, ZR, PPT BAK (d =1.077) 上 ，3 ml 分 离 液 上 可 有 层 
加 4 一 8 mF, SWF 12006 离心 20 分 钟 ， 小 心地 吸取 分 离 液 界面 之 上 的 乳 睛 色 单 
个 核 细 胞 层 ， 以 PBs 洗 3 次 (2008 室温 离心 5 分 钟 )。 然 后 以 199 培 养 基 (日 本 日 水 制药 
株式 会 社 产 品 ) 洗 工 次 ， 再 以 199 培 养 基 加 至 原 全 甸 量 ， 白细胞 计数 ， EREE 2 x 
1027ml 左 右 。 取 少量 样品 以 细胞 离心 机 (Shandon) 离心 , 90 8 5 分 钟 ， 供 得 率 和 纯度 检 
查 用 。 

3. 单 个 核 细 胞 的 细胞 化 学 检查 

按 宋 宝 云 等 的 方法 进行 非特 异性 醇 酶 染色 ， 大 单 核 甸 胞 质 内 有 大 小 一 致 ， 分 布 均匀 
的 特有 红色 竟 点 ， 淋 巴 细胞 的 检查 标准 如 另 文 *。 

4 ,细胞 存活 率 的 测定 

先后 以 省 乙 锭 和 内 啶 橙 染色， 荧光 显微镜 下 镜 检 ， 死 亡 细胞 为 红色 ， 活 细胞 为 绿色 
(Ford, W. L., 1978) , 

5. 淋 巴 样 组 织 的 细胞 悬 液 制备 ” 

动物 杀 死 后 立即 取 了 胸腺， 下 股 沟 淋巴 结 和 路 脏 置 冰 水 浴 的 Dullbecco's WRA, EER 
包 膜 和 鹏 肪 后 前 碎 ， 以 玻 斑 匀 奖 器 匀 装 ， 取 细胞 悬 液 以 199 培 养 基 洗 3 次 ， 并 进行 白 细 
网 计数 ， 调 节 其 浓度 至 2 w 10°/ml (Hunt, S. V., 1978) 。 

6. 绵 羊 红细胞 (SRBC》 的 制备 

(1) Hawa (E)  WAlsever's HRT, 0.9% IK RRPBS (pH7.2) 
HORA RADE mr, WEAN, 
xe RET, 1982. 
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洗 3 次 ， 最 后 以 Ailsever's 溶 液 稀释 后 保存 于 4 °C, 

(2) AETA EHAE (Earr) 按 Kaplan (1976) 介绍 的 方法 处 理 。 
AET 系 按 Doherty 等 法 (1957) 由 本 实验 室 合 成 , 处 理 过 的 9RBC 可 置 4"C 保 存 一 周 。 

(3) 神经 氛 酸 醇 处 理 的 绵羊 红细胞 {Eyew) Galli% (1974) 的 方法 进行 。 
神经 氨 酸 醛 系 BD 产品 。 

7. 红 面 猴 红细胞 (SMRBC) 处理 方法 同 普通 绵羊 红细胞 。 

8 .酵母 多 精 一 补体 复合 物 (ZYC)》 的 制备 

按 官 宜 硝 等 的 方法 〈 官 宜 彬 等 ，1980) 略 加 改进 。 补 体 源 于 小 鼠 簿 清 ，2 YL 浓度 为 
4 一 5 x10 /ml ， 置 4"C 保 存 可 用 1 A. 

9. 玫 瑰 花 结 形成 

(1) 红细胞 玫 现 花 结 形成 ”各 种 红岗 胞 悬 液 的 浓度 均 调 节 至 2 x 10*/ml。 小 牛 血 
清 系 本 实验 室 自 新 生 雄 性 奶牛 制备 。 取 0.4ml 淋巴 细胞 悬 液 ， 加 入 0.2ml 热 灭 活 过 的 小 
牛 血清 和 0.4ml 红 细胞 悬 液 ， 轻 轻 混 匀 ，200g 离心 5 分钟， 置 4 "0 冰箱 1 一 2 小 时 ， 然 
后 加 入 1 498 1 滴 于 细胞 悬 液 内 ， 轻 轻 混 匀 ， 室 温 下 荐 置 20 分 钟 。 将 细胞 悬 液 轻 轻 
混 匀 后 ， 取 1 ARIA SJ 9 滴 PBs 洲 液 内 ， 混 匀 后 加 2 一 3 滴 至 细胞 离心 机 离心 
杯 内 ，90 & 离心 5 分 钟 。 

(2) ZYCRKRESBR 1 份 淋巴 细胞 悬 液 加 入 1 份 2ZYC 悬 液 ， 混 匀 后 37"C 保 温 
5 分 钟 ，200g 离心 5 分 钟 。 室 温 或 4 "C 冰 箱 静 置 1 小 时 。 然后 , 在 1 mMBRAMA 1% 
JBE 工 滴 ， 渴 急 ， 静 置 20 分 钟 ， 再 按 红 细胞 玫瑰 花 结 形成 的 方法 细 跑 离心 。 

(3) 双 标 记 玫 瑰 花 结 形成 ”将 小 牛 血 清 ， 红 细胞 和 2YC 按 上 述 比 例 先后 加 入 到 同 
1 份 淋 巴 细胞 悬 液 内 ， 轻 轻 混 匀 ，200g 离心 5 分钟 ， 置 4°C 1 一 2 小时。 成 二 醋 固 定 
和 细胞 离心 的 方法 同上 。 

(4) 染色 将 上 述 载 玻 片 经 空气 干燥 后 ， 以 1:20 稀 释 的 Giemsa 染 液 染色 5 一 10 分 
钟 。 染 色 时 在 镜 下 监测 着 色 的 程度 。 

(5) 计数 (a) 红细胞 形成 的 玫瑰 花 结 ”以 紧密 接触 3 个 以 上 的 红细胞 的 淋巴 
细胞 为 玫瑰 花 结 形成 细胞 。 此 时 ， 往 往 见 到 红细胞 呈 气 球状 或 锥 形 排列 在 淋巴 细胞 时 
H. (b) ZYC 玫 瑰 花 结 淋巴 细胞 被 5 个 以 上 ZYC 紧 紧 地 和 包围。 计数 200 个 以 上 的 诛 
E 2 


结 条 


1. 外 周 血 淋 巴 细胞 的 分 离 

猕猴 属 四 种 动物 的 淋巴 细胞 分 离 率 为 50% 左 右 ， 树 裔 的 分 离 率 更 低 。 狼 次 淋巴 细胞 
悬 液 的 纯度 为 93 一 99% ， 其 余 3 一 5 % 为 粒 细胞 ， 不 到 1 % 为 大 单 核 细胞 ( 表 1) Q W 
杂 的 红细胞 很 少 。 

DAERAH BR ARES 6 只 恒 河 猴 的 全 血 淋 巴 细胞 和 分 离 液 分 离 后 的 淋巴 细胞 
ANAE 活 性 的 变化 。 除 4 号 动物 的 ANAE 阳性 细胞 于 分 离 后 明显 降低 外 ， 其 余 动物 无 
明显 变化 (#2). 
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表 1 数 种 灵 长 类 外 周 血 淋 巴 细胞 的 分 离 率 和 纯度 
Table 1 The Yield and Purity of Peripheral Blood Lymphocyte 


in Some Primates 


ee A 








种 类 动 H & Sp AG RS WE 238 Feb 粒 细胞 KAHA 红细胞 

species No of Animals Yields Lymphocyte Granulocyte Monocyte Erythrocyte 
aie cis 13 53.24108 93.846,0 5.2045.0 07840.95 E, =- 
M. pla 1 60.1 99.3 0.7 0 < 
de aes 4 AQE 7.9 — 95,822. 3.6242.0 06654002 Blea on 
ps 2 a i 3 50.5426.5 95-541.9 3:8 $1.9 0.6 $0.2 <r a 
fie ‘ane g 38.84217 — 50.52282 40942904 6.5 £8.7 e 


a HR, SA} = (ELISEO 99) (2 Bx A El a 
Ik) x100% 
b Aras SC iF 2. 


#2 分 离 前 后 外 周 血 淋巴 细胞 ANAE 活 性 的 变化 
Table 2 The Changes of ANAE Activity in Peripheral Blood 
Lymphocyte after Separation 


tp GA nn 


3 物 号 全 it R F 3} 1 É Wk: S 8 N 
No. of Animals Blood Smear Separated Lymphocyte 
ANAE*+ ANAE: ANAE- monocyte ANAE** ANAE* ANAE- monocyte 
66 Ad 40 15 1 45.5 35 19 1.5 
8ü ba 19 15.5 6.5 89.1 20.6 10.3 0 
G2 54 37.4 12.1 0.5 a2 28.0 18.0 2.6 
4 73.2 19.8 6.5 0.5 61.6 26.1 10.0 2.3 
196 51.4 30.8 15.5 1.2 54.0 31.5 13.5 1 
1 47.5 385.4 15.0 2.1 54,5 30.2 13.3 0 
M+SD 二 20.8 ae oe 40.6 rer, eee oars av 
E E S ESER S 
配对 t BW P>O.5 


Paired t test 
—TrW  ..................L...LLLLLLlLLLiLLLLLLIIIIILA III a —r 
ANAE++ WARA 1 — 3 RR Rae PE (PFH NID 


ANAE* 40S 79 pK RR ET CE) 
ANAE- ##& 
ARB AMA AK D-RAM R Er ARR SD ñi 
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2, 淋 巴 细 胞 的 存活 率 

分 离 后 的 外 周 血 淋巴 细胞 存活 率 在 99% 以 上 。 淋 巴 组 织 内 细胞 的 存活 率 平均 在 95% 
以 上 。 

3. Hb Jed 1 CBR FE 2506 k dn i 

HP ES) AR BE K E, Bager Epon, LYCHSMRBCH BIES fy 3318 38 
(33348 52.1%, 76.1%, 75.5%, 11.43944010.2%, MORPH AN Be 
FEHK3555, 5158, 4830, 7498127, RAE gee + ZYC 双 标记 和 SMRBC-+zYC 双 标记 
AE An Ay 1A 1.0% 0.7%, RR, SATE, EA RSMRECHRE 
结 形成 细胞 并 不 是 3 淋巴 细胞 。 

EEIE MH, WRB. BRA RHE. 玫瑰 花 结 形成 细胞 的 百分比 同 
BEREH, 2232276 + 6,4%, 77.7 +4.2% 82% (323) 。 

Py WAS A IRE gre PZ Y COR BR HE GE Oy dS 9 24.9% F15.7% (3), 

4 .淋巴 组 织 内 xwr 和 YC 形成 细胞 。 

恒 河 狼 和 衬 盘 的 基 些 淋巴 样 组 织 内 Esgr 和 ZYC 玫 瑰 花 结 形 成 细胞 的 比例 如 表 4。 醒 
河 猴 胸腺 细胞 中 ， 除 死亡 者 5% 左 右 外 ， 都 能 形成 已 4zz 玫 现 花 结 。 换 言 之 ,下 zzz 玫瑰 花 
结 形成 细胞 确 为 了 淋巴 细胞 。 了 细胞 和 B 昌 细胞 的 均 利 ， 在 脾脏 中 分 别 为 28.8% 和 7%， 
在 淋巴 结 中 分 别 为 44.8% 和 4.1%。 


用 FF 一 M 分 离 波 分 离 外 周 血 淋 巴 细胞 时 、 由 于 操作 上 及 动物 种 属 和 个 体 间 的 差异 ， 
不 同学 者 获得 不 同 的 分 离 率 和 强度 。 本 文 的 淋巴 细胞 得 率 和 纯度 偏 低 ， 粒 细胞 的 比例 篇 
É, APRA ABI (Terrell, T. G. et al., 1977) > RE 38 Hš B3J2W BEF 
3493—99% UERR ERRER AERARII BR EW E RD PE EE 
失 ， 这 与 Hayry 等 以 人 外 周 血 所 做 的 结果 一 致 (Hayry, P. et al., 1980) , 

我 们 以 不 同方 法 处 理 的 绵羊 红 细 胸 测定 了 将 效 属 数 种 动物 外 周 血 琉 瑰 花 结 形成 纲 跑 
的 比例 ， 其 结果 同人 类 的 〈80 一 85%)》 相近 (Gupta, S. et al., 1980), MR CHEAR 
相 比 ， 结 果 高 得 多 ， 而 且 四 种 动物 的 比例 十 分 相近 (s) (Taylor, D. W. et al., 
1980) 。 恒 河 猴 以 外 的 三 种 动物 的 Ewz 玫瑰 花 结 形成 细胞 是 不 是 T 细 胞 ， 尚 待 对 胸腺 
进行 相应 的 研究 。 

当 以 ZYC 作 为 标记 来 测定 外 周 血 B 细胞 时 , 鸳 猴 属 的 比例 均值 为 9 一 15%， 局 人 类 的 
p] (10—15%) 亦 很 接近 (Gupta, S. et al,，1980)， 这 同 Taylor 等 和 Ganguly 等 以 
EAC 帮 为 标记 获得 的 结果 差别 较 大 GR 5) 。 其 原因 尚 不 明 。 

当 用 SMRBC 和 ZYC 进 行 双 标记 时 , 发 现 双 标 记 的 但 河 猴 外 周 血 淋巴 细胞 不 到 1 %, 
提示 和 恒 河 猴 的 SMRBC 玫 瑰 花 结 同人 类 的 不 同 ， 并 不 是 B 淋 巴 细胞 (Pellegrino, M. A. 
et al., 1975) , 

树 唤 是 一 种 价 廉 的 小 型 动物 ， 外 周 血 、 胸 腺 和 脾 幅 内 已 xzr 政 瑰 花 结 形成 细胞 的 比 鲍 
相近 ， 这 种 亚 群 的 类 型 尚 不 明 ， 待 进一步 研究 。 
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表 4 恒 河 狐 和 树 岗 淋巴 样 组 织 内 Enz 和 ZYC 玫 瑰 花 结 形成 细胞 的 百分比 
Table 4 The Percentages of Eypr and ZYC Rosette Formation Cell 
in Lymphoid Tissues of M. mulatta and Tupaia belangeri 
种 类 ii HR m E W E BF 
Thymus Speen Lymph node 
species Eager ZYC Eamr+2YC Earr ZYC Eapr+ZY¥C Eart ZYC Eugrt+ZYC 
T R É —P — 28.8 44.8 4.1 0 
Macaca +2.8 +10.3 $3.5 +0.23 +6.2 +2.6 
mulatta (9) (7) C3 (6) (3) (39) 
村 BS 38,5 1,25 0 28.5 7.3 一 一 一 
Tupata (2) (2) (2) 
belangeri 
#5 At sJ HES RIR 55523 S Fh Hy GY Sp BJ in TF BABE BY (%) 


Table 5 The Percentages of Peripheral T and B Lymphocytes in 4 Species 
of Macaques Obtained from Different Authors 


作 者 


Auther 


t ic 
Marker 


恒 河 狭 

M. mulatta 
mK 

M. assamensis 
F 届 Ë 

M. nemesirina 
红 面 次 

M. speciosa 
人 

Man 


st G 
Marker 


Wil A 

M. mulatta 
能 次 

M. assamensis 
KAR 

M. nemesirina 
er iff FR 

M. speciosa 
人 

Man 


本 文 
Present (1982) 


E E AET EFON 


52 76.1 75.5 
(3)8 (23) (4) 


11.4 
(23) 

9.0 
C4) 
12.8 
(3) 


(1) 
13 
(1) 


Taylor 
et al. 
《19307 


Even 


63 
(20) 


(1) 
19 
(1) 


Terrel 
et al. 
(1977) 


E 


63.5 
(37) 


EAC 


14.9 
(20) 


Ganguly 
et al. 
(1977) 


E 


57.7 
(30) 


60.0 
(17) 


EAC 


22.8 
(30) 


27.1 
{17) 





a 括号 内 为 动物 数 


41a ao 物 学 W s 3% 


S * x RB 
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Ford, W. Le 1978 The Preparation and Labelling of Lymphocytes. in Handbook of Experimental 
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STUDIES ON LYMPHOCYTE SUBPOULATIONS IN PRIMATES 


I, The Determination of SRBC, SMRBC and ZYC Rosette 
Formation Cell in Peripheral Blood and Lymphoid Tissues 


Ben Kunlong Dai Wei Song Baoyun Zhou Rujin 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


The lymphocyte subpopulations in peripheral bl>-d cf Macaca mulatta, M. 
assamensis, M, nemestrina, M . speciosa and Tupaia belangeri and in lymphoid 
tissues cÍ M. mulatta were determined with markers, such as AET or neurami- 
nidase treated sheep red blood cell (Eyug or Eyo), zymosan-yeast-c:mplement 
complex (ZYC) and stump-tailed m nkey (M. speciosa) red blood cell (SMRBC), 
The main results of peripheral blood lymphocytes were seen in table 3. 

The percentages of E,g=m RFC in thymus, spleen and lymph node of M. 
mulatta were 95,24+2.9, 28.8+410.3 and 44.8+6.2, respectively, The double 
marking with ZYC and SMRBC showed that SMRBC rosette formation cells of 
M. mulatta were not B cells, Finally, the results were compared with those 
from other authors (see table 5), 


